E nlarged perivascular spaces (ePVSs) in the brain, also known as Virchow-Robin spaces, have emerged as a promising imaging biomarker for vascular brain pathology.
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Measurement of Retinal Microvascular Calibers
Fundus photographs centered on the optic disc were analyzed with a semiautomated system (Interactive Vessel Analyzer [IVAN]) following standardized protocols. 8 For each participant, 1 summary value was calculated for the arteriolar and venular calibers (in micrometer) and adjusted for possible magnification variations to approximate absolute measures.
Enlarged Perivascular Spaces Rating
Perivascular enlargements were counted according to a previously published protocol 9 in the centrum semiovale, basal ganglia, hippocampus, and mesencephalon, areas in which ePVSs frequently occur. PVSs were identified by their linear, ovoid, or round shape and considered enlarged when their diameter was ≥1 mm. 9 
Statistical Analysis
We used negative binomial regression models to determine the association between retinal vascular calibers and count of ePVSs. Rate ratios (interpreted as ratios of ePVSs count) with 95% confidence intervals were estimated per SD decrease in arterioles or increase in venules. We adjusted for age, sex, and the other vascular caliber and additionally for structural brain MRI markers (intracranial volume, white matter lesion volume, infarcts, and microbleeds) and for cardiovascular risk factors. We explored effect modification by stratifying for sex, hypertension, diabetes mellitus, and smoking. Analyses were performed using SPSS 21.0 for Windows.
Results
Study population characteristics are reported in Table 1 . Average age was 66.0 years, and 52% were females. We found that narrower arteriolar calibers and, to a lesser extent, wider venular calibers were significantly associated with more ePVSs in the hippocampus and centrum semiovale. Adjusting for structural brain MRI markers and cardiovascular risk factors slightly attenuated these associations, but these remained statistically significant (Table 2 ). Figure I in the online-only Data Supplement shows the difference in count of ePVSs for tertiles of arterioles and venules compared with the reference tertile. Excluding participants with a history of stroke (n=11) did not change the associations. Stratified analyses revealed no interactions (P interaction >0.05).
Discussion
We found that narrower arteriolar and wider venular calibers were associated with more ePVSs, independently of structural brain MRI markers and cardiovascular risk factors. Previous studies showed that ePVSs are related to subclinical and clinical vascular brain disease, 1, 2 supporting that perivascular enlargements reflect microvascular damage. However, no study has directly investigated in vivo the association of ePVSs with microvasculature. We provide the first in vivo evidence that microvascular calibers are related to ePVSs, but the mechanism remains undetermined. First, PVSs drain interstitial and cerebrospinal fluid to the subarachnoid space, and eventually into cervical lymph nodes. Hence, a failure in this transmission may result in hemodynamic pressure differences that might manifest themselves in changed vascular calibers. Future studies are warranted to show how that would specifically lead to narrower arterioles. Second, narrower arterioles may lead to a state of cerebral hypoperfusion, eventually resulting in atrophy, and thus to perivascular enlargement. This ischemic mechanism is further supported by findings showing wider venular calibers to be associated with cerebral hypoxia. 10 Finally, it is also possible that shared risk factors explain the relation between retinal microvascular calibers and ePVSs. Structural MRI markers of cerebral small-vessel disease, or cardiovascular risk factors, are likely candidates as confounders, but these factors did not fully explain the association in our study, indicating that other processes also play a role. These include arteriolosclerosis, inflammation, venous collagenosis, and cerebral amyloid angiopathy. Interestingly, ePVSs in the brain regions most associated with the retinal microvessels, namely the centrum semiovale and hippocampus, are related to cerebral amyloid angiopathy. 11 The perivascular drainage system in the basal ganglia is thought to process amyloid more efficiently and ePVSs there are associated more to vascular pathology. However, we did not find a significant association of retinal vascular calibers and ePVSs in the basal ganglia. Strengths of our study are the population-based setting, the standardized rating protocol, and the extensive available data on brain MRI markers and cardiovascular risk factors. A limitation is the cross-sectional design of our study, which precludes inferences on the temporal link 
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between microvascular damage and ePVSs. Also, it is difficult to completely rule out misclassification of small infarcts as perivascular enlargements. This potential differential misclassification may have led to overestimation of our associations. However, because we used count data on PVSs as outcome, a single or even a few misclassified infarcts are unlikely to have majorly influenced our results. Finally, we used a static measure of the microcirculation instead of dynamic functional measures synchronized on the cardiac cycle. This may have caused random misclassification, leading to an underestimation of our associations. In conclusion, our study shows that microvascular calibers are related to ePVSs, independent of structural MRI markers of cerebral small-vessel disease, and cardiovascular risk factors.
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METHODS
Study population
This study was performed as part of the Rotterdam Study, a prospective population-based cohort study, details of which have been described previously. 1 2 The institutional review board approved the study. After exclusion of individuals who were demented or had MRI contraindications, 977 persons were eligible, of whom 905 participated and gave written informed consent (response 93%). Due to physical inabilities (e.g. back pain), imaging could not be performed or completed in 8 individuals. Therefore, a total of 897 individuals had complete scans. Of these 897, 193 persons were excluded because they did not undergo ophthalmic examinations or had ungradable fundus transparencies on both eyes, leaving a total of 704 subjects in the present study The Rotterdam Study has been approved by the medical ethics committee according to the Population Study Act Rotterdam Study, executed by the Ministry of Health, Welfare and Sports of the Netherlands. A written informed consent was obtained from all participants.
Retinal vascular calibers
Fundus photographs were taken centered on the optic disc with a 20° visual field camera (Topcon TRC-50EX, Topcon Optical Co., Tokyo, Japan) after pharmacological mydriasis, and digitized with a high resolution scanner (Nikon LS-4000, Nikon Corporation, Tokyo, Japan). For each participant the image of one eye with the best quality was analyzed with a semi-automated system (IVAN, University of Wisconsin-Madison, Madison, Wisconsin). For each participant one summary value was calculated for the arteriolar calibers (in μm) and one for the venular calibers (in μm) enabling us to use the separate arteriolar and venular caliber sum values. 3 Because eyes may have different magnification due to refractive changes, we adjusted vessel measurements for possible magnification variations with Littmann's formula to approximate absolute measures. 4 We verified in a random sub-sample of 100 participants that individual measurements in the left and right eye were similar. Two trained graders performed the assessments, masked to participant characteristics. Pearson's correlation coefficients for intergrader agreement were 0.87 for arteriolar and 0.91 for venular diameters. Intragrader agreement was 0.65-0.85 for arteriolar and 0.82-0.86 for venular diameters.
Perivascular spaces
Brain scans were performed on a 1.5-Tesla MRI unit (General Electric Healthcare, Milwaukee, Wisconsin). The protocol has been extensively described and includes axial T1-, T2-weighted, and fluid-attenuated inversion recovery sequences [FLAIR] .
2 Perivascular enlargements were counted in 4 brain regions: the centrum semi-ovale, basal ganglia, hippocampus, and mesencephalon. This choice was based on the pronounced presence of perivascular enlargements in these regions, which was reported earlier, and is known from our own experience. 5, 6 For differential diagnosis with lacunar infarcts, symmetry of the lesions, sharp demarcation, and absence of a hyperintense rim on the FLAIR sequence supported rating them as enlarged perivascular spaces. White matter lesions [WMLs] are mostly confluent and were differentiated from enlarged perivascular spaces by signal intensity not equivalent to cerebrospinal fluid on T2. Perivascular spaces were identified by their linear, ovoid, or round shape depending on the slice direction and considered enlarged when their diameter was ≥1 mm. Scans were counted and graded by one investigator, blinded to clinical data, according to a recent developed rating protocol with excellent intraclass correlation [ICC] coefficients for intrarater variability (ICC>0.8) and good interrater variability (ICC: 0.6-0.8).
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Other MRI markers Image preprocessing and the tissue classification algorithm have been described elsewhere. Briefly, preprocessing included co-registration, non-uniformity correction and intensity normalization. Afterwards, we used the k-nearest-neighbor classifier to classify voxels into cerebrospinal fluid, grey matter, normal white matter, and white matter lesions. 8 Intra-cranial volume was defined as the sum of these volumes. To remove non-cerebral tissue, we used nonrigid transformation to register to each brain a template scan, in which all non-cerebral tissue was manually masked. 9 Validation methods and results showed very good to excellent agreement between automated classification and manual classification as reference. 10 All scans were rated by 1 of 5 trained research-physicians to determine the presence and location of infarcts and microbleeds. The raters were blinded to clinical data. The presence of lacunes and cortical infarcts was rated on FLAIR, proton density-weighted and T1-weighted sequences, and were defined as focal lesions ≥3 and <15 mm in size, with the same signal intensity as cerebrospinal fluid on all sequences and a hyperintense rim on FLAIR (when located supratentorially). Infarcts showing involvement of gray matter were classified as cortical infarcts. The presence of cerebral microbleeds was rated as small, focal, round to ovoid areas of signal loss on three-dimensional T2-weighted gradient-recalled echo MRI.
11
Covariates
Blood pressure was measured twice in sitting position at the right brachial artery with a randomzero sphygmomanometer. We used the average of two readings for analysis. Body mass index [BMI] was computed as weight divided by height squared. Non-fasting serum total and highdensity lipoprotein [HDL] cholesterol concentrations were determined by an automated enzymatic procedure. Diabetes mellitus was considered present if participants reported use of anti-diabetic medication or when fasting serum glucose level was equal to or greater than 7.0 mmol/l. Serum levels of C-reactive protein [CRP] were determined by the Rate Near Infrared Particle Immunoassay method (Immage® high sensitive CRP, Beckman Coulter Inc., Brea, California). Participants underwent ultrasonography of both carotid arteries to assess the presence of plaques in the common carotid artery, bifurcation, and internal carotid artery. Carotid plaques were defined as focal thickening of the vessel wall of >50% relative to adjacent segments, composed of calcified or non-calcified components. The plaque score reflected the total number of sites with plaques and ranged from 0 to 6 (left-and right-sided common carotid artery, bifurcation, and internal carotid artery). 12 Information on smoking (categorized as non or current) and antihypertensive medication use was obtained during the home interview by a computerized questionnaire. We defined hypertension as a systolic blood pressure of 140 mmHg or more, a diastolic blood pressure of 90 mmHg or more, use of anti-hypertensive medication, or any combination of these 3 factors. Assessment of stroke events has been described previously. 13 
Statistical analysis
3
We calculated z-scores for retinal vascular calibers (individual vascular caliber minus mean vascular caliber, divided by the standard deviation [SD]) to enable better comparison between the effects of arterioles and venules on perivascular enlargements. Initially, we used Poisson regression models to determine the association between retinal vascular calibers and perivascular enlargements count. However, the variances of the estimates were larger than the mean estimate (i.e. overdispersion), thus violating the assumption of Poisson regression. Therefore, we applied the negative binomial distribution, which gave a better fit to the data. Rate ratios with corresponding 95% confidence interval (95% CI) were estimated per SD decrease in arterioles, or increase in venules. We adjusted for age, sex, and the other vascular caliber (model 1). We further constructed two models in addition to model 1. In model 2 we adjusted for intracranial volume, white matter lesion volume, presence of infarcts, and presence of cerebral microbleeds. In model 3, we adjusted for systolic blood pressure, diastolic blood pressure, antihypertensive medication, BMI, total cholesterol, HDL cholesterol, diabetes mellitus, C-reactive protein, carotid plaque score and smoking (model 3). We explored effect modification by stratifying for sex, hypertension, diabetes mellitus, and smoking. We stratified for these variables because sex differences might influence microvascular function, 14 and hypertension typically affects the small-perforating end-arteries of the deep grey nuclei and deep white matter. 15 We also considered diabetes mellitus and smoking as potential effect modifiers, because differential contribution of these factors in cerebral small-vessel disease has already been demonstrated.
16, 17
Statistical tests were performed at the 0.05 level of significance (two-tailed) using SPSS 21.0 for Windows (IBM corp., Armonk, New York). 
Supplemental Figure I. Excess number of ePVSs in tertiles of
Ключевые слова: головной мозг (brain), воспаление (inflammation), магнитно-резонансная томография (magnetic resonance imaging), микроциркуляция (microcirculation), факторы риска (risk factors)
Расширенные периваскулярные пространства (рПВП) в головном мозге, также известные как пространства Вирхова-Робина, считают перспективным визуализаци-онным биомаркером патологических изменений сосудов головного мозга [1] . Они представляют собой простран-ства, заполненные межклеточной жидкостью, окружа-ющие церебральные кровеносные сосуды. Возрастает количество данных, свидетельствующих о том, что на число рПВП оказывают влияние сосудистые фак-торы риска, в т.ч. высокий уровень артериального дав-ления и уровень маркеров воспаления [2] . Кроме того, число рПВП тесно связано с другими визуализацион-ными маркерами структурных повреждений головного мозга, такими как очаги повреждения белого вещества и лакуны, являющиеся отличительными признаками болезни мелких церебральных сосудов [3] . При гисто-патологическом исследовании рПВП и патологические изменения микрососудов часто встречаются одновре-менно, что может свидетельствовать о том, что нали-чие рПВП может отражать степень повреждения цере-бральных микрососудов [4] . Однако связь между повре-ждением микрососудов и наличием рПВП до сих пор не была продемонстрирована in vivo. Основная трудность заключается в непосредственном изучении церебраль-ных микрососудов (диаметром менее 200 мкм) in vivo с помощью современных методов визуализации голов-ного мозга. Разумной альтернативой является визуализа-ция микрососудов сетчатки глаза, т.к. микрососуды сет-чатки и церебральные микрососуды имеют общую ана-томию, физиологию и эмбриологию [5] . Действительно, существуют убедительные доказательства, показываю-щие наличие связи между повреждением микрососудов сетчатки и (суб)клинической церебральной сосудистой патологией [6] . В настоящем исследовании мы изучи-ли связь между калибром микрососудов сетчатки глаза с числом рПВП в общей популяции.
■ МЕТОДЫ
Подробное описание методов исследования пред-ставлено в дополнительных данных on-line.
Условия проведения и выборка исследования
Исследование было проведено в рамках популяци-онного исследования Rotterdam study [7] . В период с 2004 по 2006 г. мы пригласили 1073 участников указанного исследования для проведения магнитно-резонансной томографии (МРТ) головного мозга, из которых 704 пациентам без деменции выполнили сканирование и оценили состояние сосудов глазно-го дна по фотографиям. Проведение Rotterdam study было одобрено Комитетом по медицинской этике в соответствии с актом Population Study Act Rotterdam Study. Письменное информированное согласие было получено от всех участников.
Измерение калибра микрососудов сетчатки
Фотографии глазного дна, центрированные по диску зрительного нерва, были проанализированы с исполь-зованием полуавтоматической системы (Interactive Vessel Analyzer -IVAN) с соблюдением стандартизиро-ванных протоколов [8] . У каждого участника рассчи-тывали один средний размер калибра артериол и венул (в мкм) с внесением поправок на возможные вариации коэффициента увеличения для получения аппрокси-мированного абсолютного показателя.
Оценка расширенных периваскулярных пространств
Число расширенных периваскулярных пространств подсчитывали в соответствии с ранее опубликован-ным протоколом [9] в семиовальном центре, на уров-не базальных ядер, в гиппокампе и среднем мозге, т.е. в областях головного мозга, где рПВП встречают-ся наиболее часто. Критерием наличия рПВП было выявление очагов линейной, овоидной или округлой формы диаметром ≥1 мм [9] .
Статистический анализ
Мы использовали модели отрицательной биномиаль-ной регрессии для определения связи между калибром микрососудов сетчатки и числом рПВП. Отношение рисков (интерпретируемое как соотношение числа рПВП) с 95% доверительными интервалами оценива-ли при уменьшении калибра артериол на 1 стандарт-ное отклонение (СО) или увеличения калибра венул на 1 СО. Вносили поправки на возраст, пол и калибр других сосудов, а также на визуализационные марке-ры структурных повреждений головного мозга (внут-ричерепной объем, объем очагов поражений белого вещества, наличие очагов ишемического повреждения и микрокровоизлияний) и сердечно-сосудистые фак-торы риска. Мы изучили эффект модификации путем стратифицирования по полу, наличию артериальной гипертензии, сахарного диабета и статусу курения. Анализы выполнили с помощью программного обес-печения SPSS 21.0 для Windows.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристики исследуемой выборки представле-ны в таблице 1. Средний возраст составил 66,0 лет, 52% пациентов были женского пола. Мы обнаружили, что сужение калибра артериол и, в меньшей степе-ни, расширение калибра венул, были значительно ассоциированы с увеличением числа рПВП в гиппо-кампе и семиовальном центре. Внесение поправок на визуализационные маркеры структурных поврежде-ний головного мозга и сердечно-сосудистые факторы риска слегка ослабило эту ассоциацию, но статисти-ческая значимость при этом сохранилась (таблица 2). На рис. I в дополнительных данных on-line показано различие в числе рПВП по тертилям калибра арте-риол и венул по сравнению с референсной терти-лью. Исключение участников с инсультом в анамнезе (n=11) не повлияло на выявленную связь. При прове-дении стратифицированного анализа выявили отсутст-вие взаимодействий (р взаимодействие >0,05).
■ ОБСУЖДЕНИЕ
Обнаружили, что сужение калибра артериол и рас-ширение калибра венул было ассоциировано с уве-личением числа рПВП независимо от наличия визу-ализационных маркеров структурных повреждений головного мозга и сердечно-сосудистых факторов риска. В ранее проведенных исследованиях проде-монстрировали наличие связи между числом рПВП и субклинической и клинической церебральной сосуди-стой патологией [1, 2] , подтверждая тот факт, что нали-чие расширенных периваскулярных пространств отра-жает повреждение микрососудов. Однако ни в одном из исследований не проводили непосредственно-го изучения ассоциации числа рПВП с состоянием микрососудов in vivo. Мы представляем первые in vivo доказательства того, что калибр микрососудов связан с числом рПВП, но механизм этой связи еще не изучен. Во-первых, по рПВП происходит отток интерстици-альной и цереброспинальной жидкости в субарахнои-дальное пространство и в конечном итоге -в шейные лимфатические узлы. Следовательно, нарушение этого оттока может привести к изменению гидростатическо-го давления, что проявится в виде изменения калибра сосудов. Оправдано проведение дальнейших исследо-ваний, чтобы показать, как это, в частности приводит к сужению артериол. Во-вторых, сужение калибра артериол может привести к развитию церебральной гипоперфузии с последующей атрофией и в резуль-тате к расширению периваскулярных пространств. Этот ишемический механизм дополнительно подтвер-ждается результатами исследований, демонстрирую-щих, что расширение калибра венул может быть ассо-циировано с церебральной гипоксией [10] . Наконец, вполне возможно, что наличие общих факторов риска объясняет связь между калибром микрососудов сет-чатки и числом рПВП. Структурные визуализацион-ные маркеры поражения мелких церебральных сосу-дов или сердечно-сосудистые факторы риска могут быть вероятными вмешивающимися факторами, но эти факторы не в полной мере объясняют обнару-женную в настоящем исследовании связь, что указывает на возможную роль других процессов. К ним относятся артериолосклероз, воспаление, венозный коллагеноз и церебральная амилоидная ангиопатия. Интересно, что число рПВП в областях головного мозга, наибо-лее ассоциированных с изменениями микрососудов сетчатки, а именно в семивальном центре и гиппо-кампе, связано с церебральной амилоидной ангио -патией [11] . Периваскулярная дренажная система в базальных ядрах, как полагают, в большей степени способствует процессу отложения амилоида, и рПВП в этой области больше ассоциированы с сосудистыми изменениями. Тем не менее мы не обнаружили зна-чимой связи между калибром микрососудов сетчатки и числом рПВП в базальных ядрах. К сильным сторо-нам нашего исследования относятся популяционный дизайн, стандартизированный протокол обследования и наличие большого количества доступных данных о визуализационных маркерах повреждения голов-ного мозга и сердечно-сосудистых факторах риска. Ограничением исследования является его поперечный дизайн, не позволяющий сделать выводы о временнóй связи между повреждением микрососудов и числом рПВП. Кроме того, сложно было полностью исклю-чить ошибочную классификацию лакунарных ише-мических очагов как расширенных периваскулярных пространств. Эта потенциальная дифференциаль-ная ошибочная классификация, возможно, привела к переоценке полученной связи. Однако поскольку мы использовали данные о числе рПВП в качестве исхода, неправильная классификация одного или нескольких лакунарных очагов вряд ли оказало выраженное вли-яние на наши результаты. Наконец, мы использова-ли статический показатель микроциркуляции вместо динамических функциональных показателей, синхро- низированных с сердечным циклом. Это могло быть причиной случайно ошибочной классификации, при-водящей к недооценке полученной связи. В заключе-ние, наше исследование демонстрирует, что калибр микрососудов сетчатки связан с числом рПВП неза-висимо от визуализационных маркеров структурного поражения мелких церебральных сосудов и сердечно-сосудистых факторов риска.
